Study on introduction of XIOsPR10 gene into rice and the functional analysis of XIOsPR10 by 郭迟鸣
学校编码：10384                                     分类号      密级       




  硕  士  学  位  论  文 
                                           
XIOsPR10 基因转化水稻研究及其功能初探 
Study on introduction of XIOsPR10 gene into rice and the 
functional analysis of XIOsPR10 
郭 迟 鸣 
 
指导教师姓名：陈 亮 教授 
专  业 名 称：细胞生物学 
论文提交日期：2007 年 7 月 2 日 
论文答辩时间：2007 年 8 月 4 日 
学位授予日期： 
  
答辩委员会主席： 陶  涛 教授  
评    阅    人：              
 












































1、保密（ ），在      年解密后适用本授权书。 
2、不保密（ ） 
（请在以上相应括号内打“√”） 
作者签名：           日期：     年   月   日 
















摘  要............................................................. 1 
Abstract ........................................................... 2 
略  缩  词......................................................... 4 
第一章 前 言....................................................... 5 
1.1 植物与病原的相互作用 ..........................................5 
1.2 植物的抗病机制 ................................................5 
1.3 病程相关蛋白（PR Proteins）与植物抗病反应 ......................7 
1.3.1 病程相关蛋白的一般特性以及分类 ............................7 
1.3.2 病程相关蛋白与系统获得抗性(SAR) ..........................8 
1.4 PR10 家族基因 ................................................10 
1.4.1 PR10 蛋白的分类及分布 ....................................10 
1.4.2 PR10 蛋白家族序列及结构特点 ..............................10 
1.4.3 生物及非生物胁迫下 PR10 蛋白的诱导及表达..................10 
1.4.4 PR10 蛋白的生物学功能 ....................................12 
1.4.5 PR10 蛋白研究小结 ........................................15 
1.5 RNAi 及其在植物功能基因组学中的应用..........................15 
1.5.1 基因沉默的机制 ...........................................16 
1.5.2 RNAi 在植物功能基因组学研究中的应用......................17 
1.6 本研究的目的意义 .............................................18 
第二章 材料与方法................................................. 20 
2.1 材料 .........................................................20 
2.1.1 植物材料 .................................................20 
2.1.2 菌株和质粒 ...............................................20 
2.1.3 主要化学试剂及仪器 .......................................20 
2.1.4 培养基的配制 .............................................21 
2.2 方法 .........................................................22 
2.2.1 XIOsPR10 基因序列分析及引物设计..........................22 
2.2.2 植物表达载体的构建 .......................................23 
2.2.3 XIOsPR10 基因的 RNAi 表达载体的构建 ......................27 
2.2.4 农杆菌介导的水稻遗传转化 .................................27 
2.2.5 转基因水稻检测 ...........................................29 
2.2.6 XIOsPR10 基因的原核表达，纯化以及抗菌实验................32 
第三章 结果与分析................................................. 35 
3.1 XIOsPR10 基因序列分析........................................35 
3.2 XIOsPR10 基因的获得及中间表达载体的构建和鉴定................37 
3.3 XIOsPR10 基因植物表达载体的构建及鉴定........................38 
3.4 XIOsPR10 基因 RNAi 表达载体的构建及鉴定 ......................39 
3.5 水稻愈伤组织的遗传转化 .......................................40 















3.6.1 组织化学染色检测 .........................................42 
3.6.2 转基因植株的 PCR 检测 .....................................43 
3.6.3 southern 斑点杂交分析......................................44 
3.6.4 半定量 RT-PCR 法检测 XIOsPR10 基因的转录水平..............45 
3.7 XIOsPR10 基因的原核表达，纯化以及抗菌实验....................46 
3.7.1 原核表达载体 pET28a-XIOsPR10 的构建 ......................46 
3.7.2 XIOsPR10 蛋白的诱导表达及纯化............................47 
3.7.3 XIOsPR10 蛋白体外抑菌活性检测............................49 
第四章 讨 论...................................................... 50 
4.1 水稻 XIOsPR10 基因 RNAi 植物表达载体的构建....................50 
4.2 水稻愈伤组织的诱导及转化 .....................................50 
4.3 转基因植株的检测 .............................................51 
4.3.1 PCR 及斑点杂交检测.......................................51 
4.3.2 半定量 RT-PCR 检测 .......................................51 
4.4 XIOsPR10 基因的表达方式......................................52 
4.5 XIOsPR10 基因的原核表达,纯化及抑菌实验.......................53 
4.5.1 XIOsPR10 基因的原核表达及纯化............................53 
4.5.2 XIOsPR10 蛋白抑菌活性检测................................53 
第五章 小结与展望................................................. 55 
参考文献.......................................................... 56 
附  录:培养基及试剂的配制......................................... 62 























研究水稻 XIOsPR10 基因功能奠定了基础。 
首先，我们根据得到的 XIOsPR10 基因 cDNA 序列构建了植物过量表达载体
p1301-35S-XIOsPR10-Tnos 以及 RNA 干扰表达载体 pDS1301-XIOsPR10，通过农
杆菌介导法分别将这两个载体转入水稻愈伤组织中。对得到的再生水稻通过组织
化学染色、PCR 检测以及斑点杂交验证后确认，重组质粒已经成功转入水稻植
株中。进一步通过半定量 RT-PCR 对转基因株系 RNA 转录水平的检测中发现过
量表达的转基因植株中 XIOsPR10 基因转录水平明显高于野生型的对照，这说明
在过量表达植株中 XIOsPR10 基因能够稳定表达并达到较高的水平。而在机械损
伤诱导的条件下，有的 RNAi 转基因植株并不表达 XIOsPR10 基因，这说明在这
些 RNAi 植株中 XIOsPR10 基因成功地被敲除，但我们也发现并不是所有的 RNAi
























It has been regarded that there are closed relationship between PR10s and 
systemic acquired resistance (SAR). And PR10s always shows its transcriptional 
activity when plant response to pathogen infection. Many studies showed that PR10s 
played an important role in plant defense response. In order to study the function of 
rice XIOsPR10 gene and its effects in plant resist disease reaction more clearly, we 
constructed plant over expression vector and RNAi expression vector of XIOsPR10 of 
rice. Then, the recombinant plasmids were integrated into the genome of rice via 
Agrobacterium tumefaciens EHA105 mediation respectively. We also got the fusion 
protein His-XIOsPR10 by Prokaryotic Expression, and research its RNase activity. 
These researches provide a basis for further study on XIOsPR10. 
Firstly, we constructed plant over expression vector p1301-35S-XIOsPR10-Tnos 
and RNAi expression vector pDS1301-XIOsPR10 according the cDNA of XIOsPR10 
of rice. Then, the XIOsPR10 gene and the RNAi fragment were integrated into the 
genome of rice via Agrobacterium tumefaciens EHA105 mediation and rice effective 
transformation system respectively. Results indicated that the recombinant plasmids 
have been expressed and transferred into rice cultivars (Zhong hua11) with PCR 
analysis, southern dot blotting and GUS gene expression detection. The mRNA 
transcription levels of XIOsPR10 in regenerated plant were detected by 
semi-quantitative RT-PCR, the results shows that the transcription levels of XIOsPR10 
in over expression transgenic rice were higher than WT, this indicates that XIOsPR10 
can be expressed stably. Furthermore, some RNAi transgenic rice don’t express 
XIOsPR10 in mechanical stress condition. It shows that XIOsPR10 was total knocked 
out successfully. But we also found that the interfering efficiency of some RNAi 
transgenic rice is inconspicuousness. 
Furthermore, many PR10 proteins have been reported to exhibit ribonuclease 
activity. Researches have shown in vitro translation inhibitory activity for Panax 















Prokaryotic Expression Vector pET28a-XIOsPR10. The E.coli BL21(DE3) contained 
the expression plasmid was induced by 0.8mM IPTG.. And the fusion protein 
His-XIOsPR10s were purified with magnetic microbeads. But the further experiment 
of bacteriostatic showed that the purified fusion protein have not the antibiotic activity. 
Whether the fusion protein has the antibiotic activity or other functions need further 
research. 
 















略  缩  词 
PR10 病程相关蛋白-10
XIOsPR10 细条病诱导的水稻病程相关基因-10




NAA (naphthalene acetic acid) 萘乙酸
2,4-D (2,4-dichlorophenoxy acetic acid) 2,4-二氯苯氧乙酸
6-BA (6-benzylaminoppurine) 6-苄基氨基嘌呤
AS (3,5-dimethoxy-4-hydroxy acetophenone) 乙酰丁香酮
Hyg (hygromycin B) 潮霉素 B
Cef (Cefotaxime Sodium ) 头孢氨苄
GUS (β-glucuronidase) β-葡糖醛酸糖苷酶
CTAB (cetyltriethylammonium bromide) 十六烷基三甲基溴化铵
X-gluc 5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-葡糖苷酸
PCR (polymerase chain reaction) 聚合酶链式反应



































植物的抗病反应是一个极为复杂的过程，当植物抗病基因(Resistance gene, R 
gene)编码的蛋白与病原菌中无毒基因(Avirulence gene, Avr gene)或其诱导物相互
识别和作用后，植物体内发生一系列的信号传导和反应[3]，包括质膜离子通道开
放、活性氧爆发、信号分子和基因转录因子等活化、防卫基因激活、植物抗毒素



















③植物本身的抗病基因（R gene）。它与病原菌 avr 基因的直接或间接编码产
物互补结合后，通过信号传导，激发植物的防卫基因表达，产生抗病反应。 
④防卫基因，包括病程相关蛋白(Pathogenesis Related protein，PR protein)基



















生物诱导的，但也对多种病原菌具有效果。ISR 的显著特点是不受 SA 的诱导，
不诱发 PR 类蛋白的表达，ISR 主要依赖于茉莉酸（Jasmonic Acid，JA）和乙烯

















基因，另一类为防卫基因。R 基因产物与 avr 基因产物相互识别之后，通过一系
列信号传导过程， 后诱导防卫基因的表达，从而产生一系列的防卫反应。抗病
基因本身的产物只是一种效应因子，并不具有杀菌或抑菌作用。 
1.3 病程相关蛋白（PR Proteins）与植物抗病反应 
病程相关蛋白 初是在烟草叶子对烟草花叶病毒(TMV)的过敏反应（HR）







发现的 PR 蛋白的分子量范围在 8-50kDa。能抵抗内源和外源蛋白水解酶的作用；








白归类为 11 个属，即 PR-1 到 PR-11。其中，PR-1、PR-4、PR-5 具抗真菌功能，
PR-2 具 B-1,3-葡聚糖酶活性，PR-3、PR-8、PR-11 具有几丁酶活性，PR-6 为蛋

















Table 1 Antimicrobial pathogenesis-related proteins in plants 
PR 蛋白家族 




Target in pathogen 
PR-1 ? Membrane 
PR-2 β-1,5-glucanase Cell wall glucan 
PR-3 Endochitinase Cell wall chitin 
PR-4 Endochitinase Cell wall chitin 
PR-5 ? Membrane 
PR-6 Proteinase inhibitor Proteinase 
PR-7 Proteinase ? 
PR-8 Endochitinase Cell wall chitin 
PR-9 Peroxidase Indirect function 
PR-10 RNAase? ? 












程相关蛋白是在 SAR 反应的同时诱导产生的，因此它们被认为是参与了 SAR 抑


























变了人们对坏死的形成，PR 蛋白和 SAR 三者之间关系的看法。ISR 不仅能在植






发现。到目前为止还没有发现任何对应于 ISR 的化合物，ISR 的机理也善待进一
步的研究，但是至少在拟南芥中，ISR 需要茉莉酮酸和乙烯的存在[19]。尽管如此，











毒 Peronospora parastica 的抵抗作用是必须的，而水杨酸非依赖型单茉莉酮酸依
赖型的植物抗性基因 pdfl.2 以及 PR-3,PR-4 的表达是由病毒 A.brassicicola、















1.4 PR10 家族基因 




pathogenesis-related proteins, IPR）[22]；以及 (S)-norcoclaurine synthases, NCS[23]。
大部分的PR10蛋白属于IPR蛋白，例如乔木的花粉过敏原以及大多数的食物过敏
原[24]。 
1.4.2 PR10 蛋白家族序列及结构特点 
大多数 IPR类的PR10基因具有大小在456-489bp 之间的开放阅读框（ORF），
编码 151-162 氨基酸，分子量在 15-18kDa 的蛋白。在种子植物中，PR10 蛋白的
ORF 一般在一个保守位点被一个 76-359bp 的内含子打断[25]。但在一个海棠属植
物的 PR10 基因亚家族没有发现这种内含子[26]。NCS 类的 PR10 基因具有较长的
开放 ORF，一般在 633-696 之间，表达的蛋白大约 26kDa，而且它们与 IPR 类的
蛋白具有 28％-38%的结构同源性[23,27]。 
不同种属间 PR10 蛋白的氨基酸序列差别较大，其中 IPR 类的 PR10 蛋白具
有一些保守特点：分子量比较小，等电点偏酸性，位于细胞质，具有类似的蛋白
三维结构等[22,28]。但是 NCS 类 PR10 蛋白由于在它们的 C 端以及 N 端具有寡肽，
因此他们之间的差别也比较大。而 NCS 类蛋白 N 端的信号肽表明他们可能与细
胞的亚细胞成分而不是细胞质有联系[23,27]。经过氨基酸序列比对后可以发现
PR10 家族只有 4 个氨基酸是保守不变的。同时 PR10 家族的蛋白具有一个保守
区域 P-loop（GxGGxGxxK），目前一般认为 PR10 蛋白的 RNA 酶活性是通过这
个保守区的核酸结合位点来起作用的。 
1.4.3 生物及非生物胁迫下 PR10 蛋白的诱导及表达 























中显示，受疱锈病病原菌(Cronartium ribicola)感染的松树的 PR10 蛋白，能够结
合在疱锈病病原菌(Cronartium ribicola)的细胞壁上 [32]。免疫荧光分析表明
Douglas 杉在被真菌（Phellinus sulphurascens Pilat）感染后，PR10 蛋白在皮层诱
导表达。 
植物的创伤同样会诱导 PR10 蛋白的表达。通过 Northern 杂交发现，一种天
门东植物的 PR10 基因（AoPR1）在植物体受伤后转录水平得到显著的提高[33,34]。
马铃薯在受伤后迅速诱导了 PR10a 蛋白的表达，诱导 6 小时后可以很容易地检
测到 PR10a 蛋白的表达，但是马铃薯 PR10c 蛋白却不受创伤的诱导[35,36]。而有
研究表明，白桦在受到创伤后的应答反应中，PR10a，PR10c 两种蛋白分别通过
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